DETERMINACAO DE ACIDO BENZOICO E ACIDO SORBICO EM IOGURTES COMERCIAIS.
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RESUMO

Quinze amostras de fogurntes comercdals fonam analisadas quanto ac teox de acddo
benzodeo e sonbico, pon medc de cromatoghagia Liguida de alta performance de acchdo com
Ite ef al. [1983). 0 teon de acido sonbico em todas as amostras encontrava-se dentro do
Limites estabelecidos pon Lei, O notulo de th8s amostras ndo continham a especificacdo
(P. TV). 0O acddo benzoico fod encontrade em todas as amostras. Devide a  femmentacdo
latica nenhuma amestra declarava a adicde do acddo benziico no rotubo.

INTRODUCAO

A determinagac dos teores de conservantes em alimentos € importante, porque  seu
uso € limitado pela legislacdo bromatologica brasileira. 0s acidos benzoico e sorbico
sao muito empregados na indUstria alimenticia, em polpas e sucos de frutas, basesde fru
tas para iogurtes, refrigerantes, margarinas, revestimento de queijos, etc. O Ministe-
rio da Salude adota o limite maximo de 0,2% (2.000 ppm) para polpa de frutas (morango,
péssego e, abacaxi} adicionada em iogurtes, e exige que o acido sorbico (P. IV) seja de-
clarado no rotulo do produto.

Apesar da legislacao citar diversos alimentos que possam ser adicionados de acido
benzoico (P. 1), e exigir que também seja declarado no rotulo, ela nao citaaadigao des
te conservante em polpas de frutas para logurtes (Decreto-Lei n® 55.871 de 26.03.65).

0s acidos sorbico e benzaico, normalmente na forma de sorbato e benzoato de potas
sio, sao empregados como substancias fungistaticas. 0 acido sorbico atua como inibidor
no metabolismo de acidos graxos o e B insaturados em fungos e leveduras (Melnick et al.,
1954) .

Diversos métodos podem ser utilizados na determinagao dos acidos sorbico e benzoi
co, a exemplo do colorimétrico, do espectrofotométrico e cromatografico. Wahbi et al.
1977 determinaram o acido soérbico no leite por espectrofotometria utilizando a 12 deri-

vada da curva do seu espectro de absorgcao. No Pals, os métodos oficialmente recomenda-
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dos sao complexos e demandam muito tempo, deséstimulando como consegiiéncia, o controle
destes acidos nos alimentos. Um metodo mais eficaz para sua detecgao (Coelho et al.,
1983), se torna necessario.

Entre os métodos cromatograficos, citam-se a cromatografia de camada fina, gasosa
e liquida. Diversos trabalhos tem sido executados baseando-se nesta técnica para detec
¢ao dos acidos sorbico e benzéico em produtos lacteos. Coelho et al. (1983) analisaram
a presenca destes dois conservantes por cromatografia gasosa em diversos alimentos.

A cromatografia 17quida de alto desempenho é uma das técnicas mais recentes para
la quantificacdo destes conservantes. Ela permite andlise rapida e alta sensibilidade
para pequenas concentragoes dos acidos sorbico e benzdico. Puttemans et al. (1985) ex-
trairam estes dois acidos de iogurtes, utilizando tri-n-octilamina. Stijve& Hischenuber
(1984) detectaram baixos niveis destes dois agentes conservantes em iogurtes por meio de

cromatografia 1Tquida de alto desempenho por fase reversa,

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se um sistema isocratico para o bombeamento da solugdo tampao-fosfato (pH
4L,5): metanol atraves de uma coluna de grupamentos silanos quimicamente |igados a sfli-
ca. A quantificagao foi efetuada por monitoramento da variacdo do Tndice de absorbancia

da fase movel com padroes e amostras.

Equipamentos
Foi utilizado um sistema de bombeamento CG-480C da Instrumentos Cientificos o
equipado com um injetor Rhecdyne 7125 e um ''loop' de 100ul. Foram injetados volumes de

5 e 20ul das amostras preparadas com uma seringa Hamilton de 50ul.

Empregou-se como detector o espectrofotometro de ccmprimento de onda variavel UV-50
da Varian Assoc. Para o acido sorbico adotou-se o comprimento de onda de 250nm, enguan
to a atenuagao foi mantida em 0,2X. A variacao do indice de abserbancia foi mantida com
um registrador Linear (20 cm/h). O preparo das amostras e degasagem da fase movel fo-
ram feitos com um sonificador modelo B-220 (Branson Co.) com fregiliéncia variando de 50-
60 Hz.

Na centrifugagdo e ajuste do pH das amostras empregou-se, respectivamente, uma cen
trifuga modelo K International Equipment Co. e um pHmetro digital modelo E500 (Metrohm

Herison).

Condigoes cromatograficas

A identificacdo dos acidos sorbico e benzoico nas amostras foi feita usando como
fase movel metanol: solugao tampao-fosfato {pH 4,5) na proporgao 50:50 {v:v), bombeada
na razao de 0,7 ml/min. em uma coluna Micropac MCH5 (C-18), 4 X 300 mm (Varian Assoc.).

No preparo da fase movel, empregou-se metancl para cromatografia, filtrado em filtro de
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I,5um {Merck S.A.), enquanto a solugao tampao-fosfato foi preparada a partir de 1.000ml
de agua destilada, acidificada com 1,24 ml de acido orto-fosférico(min. 85%) P.A. (Merck
S.A.) até pH 2,0 e basidificada com 13,7 ml de hidroxido de sédic 2,0N até pH 4,5.

No preparo da solugao padrao 0,001% (10ppm) foi empregado sorbatc e benzoato de Pq
tassio grau P.A.

Preparo das amostras

Amostras de 15 diferentes marcas de iogurte foram coletadas nos supermercados de
Belo Horizonte (MG).

De duas marcas de iogurte tipo ''sundae", a polpa de fruta foi removida para o io-
gurte ser analisado separadamente. Uma amostra de iogurte natural foi usada para se ve
rificar a presenca de possiveis compostos interferentes.

A extracao do acido sorbico e benzdico do iogurte e da polpa de fruta foi feita de
acordo com Ito et al. (1983). A 20g da amostra adicionou-se 25 ml de hidréxidode sddio
0,IN. 0 pH da solugao resultante foi ajustado para pH 8,0, para evitar solubilizagao
da silica da coluna cromatografica e, em seguida, sonificada por 15 min. Apds sonifica-
gao, adicionou-se 1 ml de ferrocianeto de potassio 15% {p/v) e 1 ml de sulfato de zin-
co 30% (p/v) para precipitagao das proteinas do fogurte (reagentes de Carrez). A amos-
tra tratada foi mantida em repouso por 15 min. e logo transferida para um tubodé,centrj
fuga (capacidade 100 ml) e os residuos arrastados com 25 ml de metanol P.A. (Grupo Qui-
mica Ltda) e centrifugada a 3.000 rpm por 10 min. 0 sobrenadante foi transferido para
um balao volumetrico (100 ml) e o precipitado lavado com 25 ml de metanol. 0 volume fi-
pal do balao foi completado com agua.

As amostras foram filtradas em filtro Millipore tipo HA de 0,45umda Waters Assoc.

para eliminar particulas gue poderiam entupir o filtro da coluna analitica.

RESULTADO E DISCUSSAO

As Figuras 1 e 2 mostram o cromatograma das solugoes padroes dos acidos sorbico e
benzoico, respectivamente. A regressao linear da resposta do detector (mm) com o peso
padrdo, apresenta um coeficiente de correlagac de 0,986 e 0,992, para os acidos sorbico
e benzoico, respectivamente. As Figuras 1b e 2b mostram o cromatograma de iogurte natu
ral, demonstrando resolugao completa dos acidos sorbico e benzdico.

0s Quadros | e |l mostram que os teores médios de acido sorbico em nenhuma das amog
kras excederam o limite maximo estabelecido pela legislagao, apesar desta nao estar bem
definida, em relagdo ao produto pronto para consumo. A Comissao Nacional de Normase Pa
droes para Alimentos (CNNPA) estabeleceu o limite de 0,2% (2.000 ppm) de acido sorbico
na base de frutas para iogurte, porém nao especificou a concentragao no produto final,
As amostras 5, 6 e 7 mostraram irregularidades; apesar de conterem acido sorbico, nao

constava em seus rotulos o tipo de conservante (P. IV ).
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0 Quadro ||} mostra uma recuperacao media de 836,38 + 8,74% do acido sorbico adi-
cionade ao iogurte, conforme Figuras ic e 1d.

0 Quadro IV mostra os niveis de acido benzoico em diferentes amostras de iogurte,
Nenhuma das amestras deixou de conter acido benzdico, e ¢ Quadro V mostrague as amostras
das polpas de frutas analisadas continham niveis relativamente baixos do mesmo., Em ne-
nhum dos rotulos das amostras constava a eSpeciFica‘gSO deste conservante (P.l ). A le-
gislacao ainda € omissa quanto a adicdo deste conservante em polpas de frutas para io-
gurtes.

0 Quadro V! mostra recuperagac de 97,3 * 25,0% do acido benzdico, conforme Figuras
2c e 2d, considerada satisfatoria para os dois conservantes.

A Figura 3 mostra o resultado de um experimento realizado com leite durante a ela
boracao de fogurte na usina de laticinios da UFV. Uma amostra foi coletada doleitepa3
teurizado, instantes antes da adigao de 1% da cultura (L. bulgaricus e S. thermophilus)
e incubada a lN.‘IOC/Bh, e as 3 amostras seguintes de hora em hora. Foi cbservada a formi
cao crescente de acido benzoico até o final da incubacao.

Os resultados concordam com Bertling (1986) e Schmidt-Hebbel (1984) que observaram
producac de acido benzoice durante a fermentagao do ioqurte, a partir do acido hipuri-
co. 0 acido benzdico € produzido por bactérias da fermentagao latica, alcangandoniveis
de 5-30 ppm. Segundo Bertling (1986}, o acide benzoico pode também resultar de sua adi
gao a flavorizantes e/ou em polpa de frutas conforme o Quadro V. Esta observagao indi-
ca a necessidade dos fabricantes de icgurtes analisarem o produto final, antes de decla
rarem que seus produtos sao isentos deste conservante.

Comparando-se os resultados obtidos com cada um dos comprimentos de onda (250 ¢
227 nm), observou-se que o Ultime comprimento € melhor, pois quantifica simultaneamente
os acidos benzoico e sérbico. Apesar da sensibilidade do método para o acido  sarbice
ser maior a 250 nm, com estecomprimento de onda nao se consegue detectar o acido benzdi

0%
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Fig. 1. Cromatograma de diferentes amostras de Iogurte. TFase movel: metanol / tampao
fosfato, pH 4,5 (50/50, v/v); fluxo = 0,7 ml/min,; atenuagao: 0,5X; Detector:
Uuv - 250 nm.
la - Solucao padrao.
1b - Togurte mnatural.
le - Iogurte sabor morango
ld - Togurte sabor morango adicionado desorbato de potassio
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Fig. 2. Cromatograma de diferentes amostras de Iogurte. Fase movel: metanol / tampio
fosfato, pH 4,5 (50/50, v/v); fluxo = 0,7 ml/min.; atenuacdo: 0,2X; Detector:
Uv - 227 nom.
2a - Solugdo padrao.
2b - Iogurte natural.
2c - Iogurte sabor morango
2d - Iogurte sabor morango adicionado de benzoato de potassio
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Fig. 3. Cromatograma de Amostras coletadas durante a elaboragao de Iogurte Natural. Fa-
se movel: metanol/tampao fosfato, pH 4,5 (50/50, v/v); fluxo = 0,7 ml/min.; ate
nuacao: 0,2X; Detector: UV - 227 nm. -
3a - Leite pasteurizado.
3b - Leite pasteurizado, lh adicao da cultura.
3c - Leite pasteurizado, 2h adigao da cultura.
3d - Leite pasteurizado, 3h adigao da cultura.
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Quadro |. Teor médio de acido sorbico em diferentes iogurtes comerciais.

Amostra Rotulo Concentracgao
(ppm + dpd)
| P.IV 38,2 = 0,5
2 P.IV 36,9 + 0,5
3 P IV 49,9 + 1,5
i PV 72,7 £ 2,6
5 __ b 66,3 + 0,8
6 96,7 + 2.8
7 57,2 + 1,3
8 P.I1V 12,1 + 0,3
9 P.IV 49,6 + 0,6
10 P.IV 14,2 + 0.3
1 P.IV 19,2 £ 0,2
12 P.IV 17,3 = 0,9
13 P.IV 23,0 + 0.6
%dp = desvio padrao de trés repeticoes.
b

a especificacao do conservante (P

Quadro Il. Teor médio de acido sorbico

V) n3c consta no rotulo do produto.

na base de morango.

Amostra Concentracao (ppm * dp?)
1 ke,5 + 0,8
2 74,9 w132

adp = desvio padrao de trés repetigoes.

Quadro 111. Percentual médio de recuperacdo do acido sorbico adicionado ao logurte.

-

Quantidade Adicionada (ppm)

Recuperacao (%)@

v —

@ Média de trés repeticoes.

Quadro IV. Teor médio de acido benzédico em diferentes fogurtes comerciais.

Amostra Rotulo Concentracao
(ppm £ dp?)

] b 5,43 + 0,03

2 L 5,91 + 0,25

3 . 6,14 + 0,11

b 5,31 + 0,15
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continuacao {Quadre IV).

Amostra Rotulo Concentragao
(ppm = dp?)

7,17 + 0,02
7,07 + 0,08
7,32 + 0,03
6,90 + 0,0k
6,86 + 0,13
i 7,03 + 0,04
1 7,08 + 0,11
12 6,90 + 0,02
13 ' 7,13 £ 0,2]

(= Ve B e s I =AY |

%dp = desvio padrao de trés repetigdes.

b = a especificagao do conservante P.l. nao consta no rotulo do produto.

Quadro V. Teor médio de acido benzdico na base de morango.

Amostra ~Concentracdo (ppm *+ dp®)
] 4,56 + 0,27
Z 3,49 + 0,05

a ; - - .
dp = desvio padrao de tres repetigoes.

Quadro V1. Percentual médio de recuperacac do acido benzoico adicionado ao iogurte.

Quantidade adicionada (ppm) Recuperagao (%) a
10 115,0
20 79,6

® Média de trés repeticoes.
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SUMMARY

Fidteen samples of different commercdal yogurt were analyzed fox benzode and sonbic
aeld contents, usdng the high performance Liguid chromatography method of Tic et ak.
(1983). The Level of sonbic acdd in all samples wed within the Legal Limits. Three of
gthe commencial yogurt did not show Label specifications forn sonbic acid. Benzode acidwas
detected in alf samples as a nesult of Lactic fewmentation but none of them showed any
specifieations on thein Label.
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